





















grade  glioma  is  often  challenging.  This  study  was  aimed  to  identify  circulating  biomarkers 
providing information about response to therapy and early diagnosis of progression during follow‐
up of  these patients. Our  findings, showing upregulation of exosomal miRNAs associated with 
relapse  represent  a  proof  of  principle  that  these  biomarkers may  be  clinically  useful  tools  for 
diagnosing and monitoring of gliomas. 
Abstract:  Background: High‐grade  gliomas  (HGG)  are malignant  brain  tumors  associated with 
frequent  recurrent disease. Clinical management  of HGG patients  is  currently devoid  of  blood 
biomarkers for early diagnosis, monitoring therapeutic effects and predicting recurrence. Different 
circulating miRNAs, both free and associated with exosomes, are described in patients with HGG. 
We  previously  identified miR‐21, miR‐222  and miR‐124‐3p  purified  from  serum  exosomes  as 
molecular signature to help pre‐operative clinical diagnosis and grading of gliomas. The aim of the 
present study was to verify this signature as a tool to assess the effect of treatment and for the early 
identification  of  progression  in  newly  diagnosed  HGG  patients. Material  and Methods: Major 




3p  expression  in  serum  exosomes was measured  in  all  samples. Results: A  total  number  of  57 
patients were enrolled; 41 were male, 52 with glioblastoma and 5 with anaplastic astrocytoma; 18 
received  radical  surgery. HGG  patients with  higher  exosomal miRNA  expression  displayed  a 
statistically significant lower progression‐free survival and overall survival. Increased expression 
of miR‐21, ‐222 and ‐124‐3p during post‐operative follow‐up was associated with HGG progression. 
Conclusions: These data  indicate that miR‐21,  ‐222 and  ‐124‐3p  in serum exosomes may be useful 
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followed  by  combined  radiochemotherapy  with  temozolomide  (TMZ)  according  to 
Stupp’s protocol [2]. Despite treatment, GBM recurrence is commonplace. 
Extensive  neovascularization  is  a  common  finding  of  progression,  revealed  by 
magnetic  resonance  imaging  (MRI) as an  increase of  tumor mass. However,  increased 
vessel  permeability  causing  edema  is  observed  at  MRI  after  radiochemotherapy  in 
approximately  20–30%  of  all  patients.  Thus,  a  pseudoprogression  can  mimic  true 
progression. Since no imaging techniques are currently available to reliably distinguish 
between  recurrence  and  pseudoprogression,  clinically  useful  biomarkers  capable  of 
indicating  tumor  progression  are  an  unmet  need.  In  this  respect,  liquid  biopsy  (i.e., 
noninvasive  analysis  of  tumor‐derived material present  in  bodily  fluids)  represents  a 
promising tool both for diagnosing gliomas and supporting clinicians during longitudinal 
disease monitoring  [3]. Different  tumor‐derived material,  such  as proteins,  circulating 
tumor  DNA,  mRNA,  microRNA  (miRNA),  extracellular  vesicles  (EVs)  and  tumor‐
educated platelets can be detected in the blood and cerebrospinal fluid (CSF) of patients 
with  gliomas  [3,4]. Despite mutations  in  circulating  tumor‐derived DNA,  changes  in 
mRNA  and  miRNA  expression  and  even  alterations  of  protein  levels  having  been 
described in blood and CSF, none of these biomarkers has been validated for the diagnosis 
and prognosis of gliomas.   
EVs  are  small  lipid‐membrane  particles  released  from  all  cells  under  different 
conditions  to  mediate  intercellular  communication;  they  regulate  many  different 




Potential  support  for glioma diagnosis and prognosis might come  from miRNAs, 
small non‐coding RNAs, which have a key  role  in  regulating gene expression, mainly 




oncogenes or  tumor  suppressors, promote  immune  evasion  [8] and alter blood–brain‐
















The  aim  of  the  present  study was  to  validate  this  circulating  exosomal miRNA 
signature as a tool to evaluate the response to treatment and for the early identification of 
progression in patients with HGG.   



























































































































































































































































































































Progressed patients, as  indicated by  low AUCs  (T1: miR‐21 AUC: 0.52; miR‐222 AUC: 
0.51), (T2: miR‐21 AUC: 0.53; miR‐222 AUC: 0.58). In agreement with data shown in Figure 






















































miR‐21 and miR‐222,  the expression of miR‐124‐3p  increased during  follow‐up  in Pro‐
gressed patients, consistent with association between higher miRNA expression and dis‐
ease progression. However,  independently of  the  levels  found at  the beginning of  the 




and  predictive  cancer  biomarker  [16].  Importantly, modulation  of miR‐21  expression 
seems  to play a broad  role  in  sensitivity  to chemotherapy  in cancer cells. Notably,  in‐
creased miR‐21 expression has been linked to resistance to platinum‐based chemotherapy 




























Ethics approval was obtained  (CESC  IOV 2016/83), and written  informed consent 
was required from all patients. The study was carried out in accordance with the Declara‐
tion of Helsinki and Good Clinical Practice guidelines. 
Clotted samples were centrifuged at  room  temperature at 1500× g  for 15 min and 
serum aliquoted and stored at −80°C within 2 h from collection. 
MGMT promoter methylation status was analyzed by pyrosequencing using a com‐





somes were purified  from 500 μL of serum by ExoQuick‐TM  (System Biosciences  Inc., 






After purification, exosomes were  immediately processed  for miRNA  isolation as 
previously described [13]. To increase miRNA yield, samples were lysed with Trizol‐LS 
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